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しょうゆ黄麹菌の育種
~古くて新しい古典育種~
菊地 護
(千葉大学真菌医学研究センター活性応答分野客員教授・
キッコーマン株式会社研究開発本部)
1.はじめに
黄麹菌 d伊ergilussojae，Aspergilus oryzae は9 しょうゆ，
味噌，日本酒などの醸造物に広く使用され，日本間有の
発酵食品の核となることから， r悶蘭」と称される微生
物である1)賞麹閣は，生活環に有性世代をもたない不
完全菌類の…っとして分類されている2)(図 1).一つの
細胞に複数の核をもっ多核生物であるという特徴をも
っ3) 醸造において黄麹菌は，原料の分解，それに伴う酵
母や乳酸菌発酵のための基質の提供，黄麹菌自身による
有機酸の生産など多岐にわたる機能を持っている.その
ため醸造物製造の際，コスト面からも品質面からも最も
重要視されている.さらに，日本の伝統食品として長い
食経験を持つことから，その安全性が評価されており，
その高い安全性と高いタンパク質生産能から，食品加工
用酵素をはじめとするタンパク質生産の宿主としても利
用されている4) 近年，黄麹菌 Asperiglusoryzae則B40の
ゲノム解析が終了し5)，遺伝子資源としての注目も集め，
組換え技術を用いた基礎・応用研究が益々盛んになって
いる.
本総説では，しょうゆ醸造用の黄麹閣に焦点を当て，
しょうゆ醸造における賞麹菌の役割，その育種方法につ
いて紹介したい.
岡1Aspergilus sojaeの電子顕微鏡写真 
2. しょうゆの製造工程
しょうゆは?原料に大豆，小麦，食塩を使用し，微生
物の力によって作り出される醗酵調味料である.しょう
ゆ醸造は原料処理，製麹，発酵熟成，庄搾，火入れの 5
つの工程からなる(図 2).原料処理工程では，大豆を蒸
煮し，小麦を高温で妙ることで，タンパク質やでんぷん
質を変性させる.これにより，黄麹菌の生産する酵素が
作用し易くなり，黄麹菌が生育し易くなる.次に，蒸煮
した大豆と妙った小麦に黄麹菌を播種し，恒j鼠恒湿下で
黄麹菌を生育させる.これを製麹という.この製麹工程
で黄麹菌は多種多様な酵素を分泌生産する.続いて，製
麹した麹と食犠水を混合し，約 6ヶ月間，醗酵熟成させ
る.麹に食描水を混合したものを諸味という.この諸味
の中で製麹中に生産された酵素が働き，タンパク質やで
んぷん質を分解する(図 3).定期的に撹枠や通気を行
うことで，酵素で分解された糖やアミノ酸を利用し，耐
塩性乳酸菌による乳酸醗酵，続いて耐塩性酵母による酵
母醗酵が起きる.これらの微生物醗酵により，乳酸やア
ルコール，揮発性芳番物質などが生成され，まろやかな
味わいやしょうゆ独特の香りが生じる.また，長期間の
図2 しょうゆの製造法
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熟成期間中には糖とアミノ酸によるアミノカルボニル
反応をはじめ，様々な化学反応が起き，しょうゆの独特
な味や香りをさらに深いものにする.醗酵熟成が終了し
た時点で，諸味をろ布と呼ばれる布に包み，生しょうゆ
と未分解の残溢とを分離する.これを圧搾という.得ら
れた生しょうゆは，加熱殺菌し(これを火入れという)， 
変性したタンパク等の混合物で、ある津を除去して，製品
しょうゆとなる. 
3. しょうゆ醸造における黄麹閣の役割2，3)
しょうゆ醸造において，黄麹菌の最も重要な役割は，
原料中の高分子物質を低分子物質に分解する酵素や低分
子物質をさらに呈味性物質や芳香性物質に変換する酵素
を生産することである.これらの酵素は (1)タンパク
質分解に関わる酵素) (2)炭水化物分解に関わる酵素， 
(3)その他の酵素の 3つに大別される.タンパク質分解
酵素は，大立に合まれる不溶性のタンパク質を可裕性の
ペプチドやアミノ酸にまで分解し，しょうゆの味の基礎
をつくる(図 3).炭水化物分解に関わる酔素は，小麦
に含まれるでんぷん質をオリゴ糖やブドウ糖にまで分解
し，しょうゆの味や色に影響する(図 3).これらの糖や
アミノ酸は，乳酸菌や酵母の栄養源となるだけでなく，
乳酸やアルコールに代謝され，しょうゆの味や香りを作
り出す(図 3). 
，酵素源の供給と並んで重要視されるのが芳香源
としての役割である.賞麹菌が生産する有機酸やアル
コール類はそれ自体で，あるいは，エステルに変換され
て香りに影響を与える.また，黄麹蘭体の自己消化物や
それから 2次的に生成される物質，酵母で変換される香
気成分の前駆体なども生産するため，しょうゆの香気に
強い影響を与えるといわれている.メ…カー間でしょう
ゆの香味が変わるのは使用している黄麹菌の違いによる
とも考えられている. 
4.黄麹菌の育種改良
上述したようにしょうゆ黄麹菌は，しょうゆ醸造にお
いて，最終製品に大きく影響するため，古くから，優良
菌株への育種改良が行われている.望ましいしょうゆ黄
麹菌の特徴を以下にまとめる2，3) 
(1) タンパク質を分解するアルカリプロテア ザや中
性プロテアーゼ生産能が高い. 
(2) ペプチドをアミノ酸にまで分解するアミノベプチ
ダーゼ生産能が高い. 
(3) グルタミンを旨み成分であるグルタミン酸に変換
するグルタミナーゼ生産能が高い. 
(4) 植物組織崩壊に寄与するペクチンリアーゼなどの
酵素生産能が高い. 
(5) 諸味の粘度が低く，圧搾性が良い. 
(6) 	 アミラーゼと酸性プロテアーゼを生産す
る. 
(7) 製麹中の糖消費量が多くなく，製麹作業性に優れ
る. 
(8) 生育速度が速く，麹中の菌体量が多い. 
(9) 種麹の分生子着生が良好である.
アブラトキシンなどのマイコトキシン非生産性で。同
ある.
これらの性質向上を育種目標に掲げているが，特に以
下の 2つの目標に向けて育種改良されてきたといって
も過替ではない. 
(1) 歩留まりの向上(原料(窒素)利用率の向上) 
(2) 	 品質の向上(旨みや香り成分の増強)
しょうゆは議素濃度で規格される.つまり，議素利用
率は，コストに大きく反映するため，古くから窓素利用
率の高い黄麹閣は議要な育種目標である.これらはタン
パク分解事を向上させるため，プロテアーゼやベプチ
ダ…ゼ活性の高い黄麹菌の育種や，植物組織崩壊に寄与
し，圧搾性を向上させるセルラーゼやベクチナーゼ¥活性
の高い黄麹菌の育種が試みられている.一方で，うまみ
や香り成分の増強に関しては，製麹工程での黄麹菌によ
る糖消費を低減させるためにアミラーゼ活性の低い黄麹図3 しょうゆの醸造における麹菌酵素の作用
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図4 しょうゆ醸造におけるグルタミン酸の生成
大混タンパクにはアミド体であるグルタミンが豊富に含まれ
(付随変異)が起こりやすく，目的の形質が得られたと
しても生育が悪いなどの負の影響を併せ持ち，実製造に
使用できないことが多々ある.また，古くからこの方法
で多くの変異株が取得されているが，現在までに取得で
きない変異株というものが実際に存在する.例えば，高
いプロテア}ゼ活性を保持しつつ，高いグルタミナーゼ
活性を示す変異株は取得できていない.つまり，プロテ
アーゼ向上変異株ではグルタミナ…ゼが低下し，グルタ
ミナ…ゼ向上変異株ではブロテアーゼが低下するという
負の相闘があると報告されているの.これは，遺伝的な
要因の可能性も考えられるが，従来の変異原では取得で
きないという可能性も考えられる.このようにこれまで
の変奥原では与えることのできる形質に限界がある可能
ている.麹菌の生産する酵素により大渡タンパクはアミノ般に
まで分解され，アミノ酸の一種であるグルタミンはさらに麹菌
の生産するグルタミナーゼにより旨味成分であるグルタミン酸
へと変換される.このグルタミナーゼの作用がないとグルタミ
ンは非酵素的反応により，最味成分ではないピログルタミン酸
へと変換し，皆みの乏しいしょうゆとなる.
菌の育種ゃうまみ成分として知られているグルタミン酸
をつくるグルタミナ…ぞ活性の高い黄麹蘭の育種などが 
).4行われている(図
これまでにしょうゆ麹菌の育種に用いられてきた方
法は以下の 4つに大別される.その特徴を簡単に紹介す
る2，3) 
(1) 選抜法
目的の特徴を持つ賛麹菌を自然界の中から探し出して
使用する.従来使っていた菌株とはまったく別のものを
使用するため，しょうゆの香味(色，味，香りなど)が
大きく変わる. 
(2) 人工変異による育種
アルキル化剤などの変異誘発剤や紫外線などの変異原
を黄麹閣に照射し，突然変異を人為的に生じさせ，目的
の形質を示す変異株を選抜する方法である，比較的容易
に行えるため，現住でも育種の主流を走っている.古く
は， 1955年に黄麹菌に X線を照射し，プ口テア…ぜ活
性の高い変異株を取得したという報告がある6) これま
で述べてきたとおり，しょうゆ黄麹菌は複数の優良な性
質を併せ持つことが望ましい.そのため，一つの性質が
向上されても，別の性質が悪くなると実製造には使用で
きない.人工変異による育種は，目的の形質以外の変異
性も考えられている. 
(3) 細胞融合(プロトプラスト融合)を利用した育種3) 
1980年代になると細胞融合による育穂が盛んに行わ
れた.しょうゆ黄麹閣のように複数の性質を同時に求め
られる場合に，特徴ある 2種類の優れた性質を兼備させ
るような背穂には大変有効である.例えば，高いプロテ
アーゼ活性株と高いグルタミナーぜ活性株を融合してヘ
テロ 2倍体を作製し，両方の活性が高い変異株を作製す
るなどの試みが行われた(図 5).これは?分生子の色と
栄養要求性のダブルマーカーをつけた ac7(黄色，シス
テイン要求性，高グルタミナ}ゼ株)と acl4(白色，ニ
コチン要求性，高ブ口テアーゼ株)をプ口トプラスト化
し融合させるというものである.分生子箱色は白色→黄
色→緑色となるため，融合株は世それぞれの劣性変異遺
伝子を遺伝的に相補し，緑色の分生子を形成し，栄養嬰
高Protease 0 ・高Glt川 oinase
(自，ニコチン要求性) (黄，システイン要求性)
|プロトプラスト化| 
即• 

⑨ 
へテロカリオン 
h テロ2倍体• 
UV I I
(安定)
図5 細胞融合による宵種1)
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求性がなくなる.ヘテロカリオンとなった融合株は紫外
線照射することにより 2倍体として安定化される.しか
し，このように出来上がった変異株はどちらか一方の形
質に偏る，つまり，親株とほとんど変わらない変異株が
ほとんどであった.その中でも両者の中間的な活性を示
す変異株も得られたが，両方とも親株並に高い活性を示
す変異株は得られなかった. 
(4) 遺伝子組換え技術を利用した育種 
1990年以降になると黄麹菌の分野でも遺伝子組換え
技術が確立し，これを利用した育種が可能となった.
伝子組換え技術を用いた育穏は目的の性質のみを導入す
るには有効であり，付随変異はなく，短期間に育種改良
が可能である.また従来の変異方法ではスクリーニング
系がなく取得できなかった株なども遺伝子組換えで作る
ことは容易に可能である.
遺伝子組換え体には，異種遺伝子を利用した組換え体
と自己の遺伝子を増強，または欠落させる，異種遺伝子
を全く合まないセルブク口ーニング法を用いた遺依子
組換え体とがある.工業用酵素や鯛料用アミノ酸などの
高度精製品のように，遺伝子組換え体を取り除く工程を
含む製品の場合，厚生労働省の認可を受けるとセルフク
口一ニングによる遺伝子組換え体を遺伝子組換え体とし
て扱わなくても良いことになっている.2005年に黄麹
菌ゲノム配列が公開され，遺伝情報が明らかとなったこ
とから，セルフクローニングによる遺伝子組換え体の作
製が急、速に進むと恩われる. 
5.新しい人工変異の登場8-16)
工業用酵素やアミノ酸などの高度精製品と異なり，
しょうゆを含む醗酵醸造では，黄麹菌を取り除く工税を
含まない.そのような食品の製造を考えた場合，遺伝子
組換え体の利用はパブリックアクセブタンスの聞から，
実用化についてまだ目途が立っていない.そのため，変
異による黄麹菌の育種改良は今後も大きな課題のひとつ
である.
これまでにも述べてきたように，実用面から考える
と，人工変異である古典育穂は重要であるが，与えられ
る形質に限界がある可能性が示唆されており，新しい変
異原の開発が求められていた.近年になって，重イオン
ピームを新しい変異原として利用する動きがあり，植物
育種の分野で成果が挙がっている.ここでは，将来的に
有望な変異原である重イオンピームについて，少し紹介
したい.
オンビームとは，炭素イオンなど，ヘリウムより
も震い原子のイオン(霊イオン)をサイクロトロンとい
う加速器を使って，高速(光速の 1/10程度)に加速さ
せ，細いピ…ム状にしたものである.議イオンピ…ムの
応用研究は正常細胞への損傷を最小限に抑え，腫蕩細胞
を効果的に死滅させる新しい放射線治療に利用すべく
くから行われていた.マウスを用いたイオンピームによ
る突然変異体発生率の実験から突然変異誘発させる変異
原としてイオンピ…ムを利用できるのではないかという
発想、に烹り，植物育種への応用研究が開始された14) 既
に実用化に成功し，震イオンピ…ムで育種された観賞用
の花々が市場に出始めている11) これまでの植物育種研
究から報告されている重イオンピーム変異の特徴を以下
にまとめる13) 
(1) 純国産の技術である聞
日本独自の育種技術であるため，世界をリードし
ている. 
(2) 従来の変異法(ガンマ線など)に比べて突然変異
率が高い.
従来変異より効率良く目標とする改良が短期間に
達成できる可能性がある 
(3) 突然変異のスペクトルが広い.
今まで得られなかった新しい変異株が得られる可
能性がある. 
(4) 付随する変異が少ない.
元の特性を損なうことなく，ピンポイントの形質
改良が期待できる. 
(5) 欠失変異が起こりやすい
数Mbほどの大規模な DNA領域が抜け落ちるな
ど，大きな構造変化が起こる.
特に従来変異の古典変異よりも突然変異率が高く，従
来変異では得られなかった変異株が得られ，かつ，変異
原の特性から付随変異が少ないという点は，しょうゆ黄
麹菌育種への応用にもかなり有望と思われる.
植物育種の成功例から，微生物分野への利用が徐々
に進んできている.酵母 Saccharomycescereのisiog16J，根粒
菌 Mesorhizobiumloti7)では，薬剤耐性遺伝子などを指標
に，変異率や遺伝子変異解析(ホットスポットの有無や
欠失変異の有無，遺伝子置換のパターン解析など)が行 
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われている.育種への応用例としては，黒麹菌Aspergilus 
awamoriでのアミラーゼ高活性株の取得18)，紅麹菌 
Monascus pi抑制でのよEナコリン K(コレステロー ル低下
物質)生産性向上株の取得19);などが報告されている.
我々はこの変異方法に諸問し，黄麹閣の変異に利用す
べく，検討を行ってきた.その結果，黄麹閣の変異の場
合，イオン種として Cイオンの変異効果が高いことを
明らかにした初)また，重イオンビームでの変異パター
ンを解析するため，wA遺伝子の変異により白色化した
分生子を持つ変異株を多数取得し，助4遺伝子の変異を
調べたところ，紫外線変異では得られなかった欠失変
異が全体の約 30%を占めることを明らかにした.これ
により，黄麹菌でも楠物と同様に欠失変異が多いこと
が示唆された.また?豊島らはイオンピームを利用した
黄麹菌dヂergillωoryzae則B40の育種法の開発について
報告した21) この報告によると，メンブレンに吸着させ
た凍結乾燥分生子に炭素イオンピーム(12C5 +，220MeV， 
107keV/μm)を300700Gy照射し，セレン酸耐性を指削 
標に変異率を求めた結果， 400Gyで最大変異率を示すこ
とが明らかになった.さらにセレン酸耐性に関わる遺伝
子について，変異パターンを解析した結果，全耐性株中
欠失変異が 27%であり， 400Gy照射区につては， 57 
%が欠失変異であるという結果であった.黄麹菌の中に
は麹酸やアスペルギリン酸といったマイコトキシン生産
能を有する株があるため?これらの合成系遺伝子が欠失
したマイロトキシン非生産を育種するには大変有効な手
段と思われる. 
6.震イオンピームの育積以外への応用
イオンピ…ムは， (1)欠失変異が取得し易い， (2) 
付随変異が少ない， (3)従来変異では得られない変異株
が得られるという特徴から単なる育機手段だけでなく，
遺伝子の機能解析に応用できることが考えられる.例え
ばp 重イオンビーム照射により，新しい変異株が取得で
きたとする.黄麹菌を含め，重イオンピ}ム照射による
変異株に欠失変異が多いという点から?黄麹菌のよう
にゲノム情報が明らかになったものは，全遺伝子マイク
口アレイなどを使って，親株と変異株とで Comparative 
genome aray (CG H)を行うことにより，変異筒所を容
易に悶定することが可能となる.この中には，機能未知
遺伝子などが合まれる可能性も考えられる.遺伝子領域
を特定できれば，その遺伝子を相補させることにより遺
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伝子機能を明らかにできる.このように新しい変異原を
用いることで，目的の表現型から新たな遺伝子の発見に
つながる可能性が考えられる.また，黄麹閣は同一遺伝
子活性を示すホモ口グ遺伝子を複数もち，マイコトキシ
ンを含めた 2次代謝産物関連遺伝子など生育に必須で
はない遺伝子を多く持つ可能性が商い.重イオンビーム
照射により大規模領域が欠失できることから，表現型が
得られなくても同様に CGHを行うことで，不要な遺伝
子領域を特定できる可能性も考えられる.
古典育種(変異)は，人聞が想像できない筒所に変異
を導入し，表現型として婆を表す，近年では逆遺伝学が
盛んに行われているが，黄麹菌のように複数のホモ口グ
を持つ場合には，…つの遺伝子について遺伝子破
壊または遺伝子高発現などを行っても表現型として現れ
ない可能性もある.重イオンビームは，付随変異が少な
いが必ずしもー箇所に変異が導入されるわけでない.逆
に言うと複数簡所に変異が導入されて始めて表現型とし
て現れてくる可能性もある.その場合にも CGHで複数
の変異筒所を同定できることにより，遺伝子の機能解析
の一助となると思われる. 
7.おわりに
古典育種は即実用化に応用できる点で非常に重要であ
り，最後の項で述べた重イオンビームのような新しい変
異原の盛場により，今まで得られなかった変異株が取得
できるなど，まだまだ可能性が秘められている.
また，近年，様々な生物でゲノム情報が明らかとなり，
新しい遺伝子機能解析のツールも益々発展している.逆
遺伝学が主流となっているが，表現裂をもっ変異株から
遺伝子機能を探る研究も溢々重要と思われる.今こそ，
くて新しい古典育種(古典変異)へと自を向け，古典
変異を実用聞での背稀だけでなく，基礎研究簡での遺伝
子機能解析に応用していくべきではないだろうか.
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